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1 二 乙烯 三 胺 /一 氧化 氮 聚 合 物 诱 导 的 奶牛 外 周 血 单个 核 细 胞 氧化 损伤 模型 的 建立 
2 MEE FiF KER EWA BR 
3 (内 蒙古 农业 大 学 动物 科学 学 院 ， 呼 和 浩特 010018) 


4 dH 要 : 本 试验 则 在 利用 二 乙烯 三 胺 /一 氧化 氮 聚 合 物 (DETA/NO) 作为 一 氧化 氮 (NO) 供 体 ， 


5 ”以 细胞 存活 率 和 抗 氧化 指标 作为 判断 依据 ， 确 定 建立 奶牛 外 周 血 单个 核 细 胞 (PBMC) 的 氧 


6 “化 损伤 模型 的 适宜 条 件 。 试 验 分 2 部 分 进行 。 试 验 1 采用 单 因子 完全 随机 试验 设计 ， 以 不 同 


7 Æ HE), 50, 100, 200, 300, 500 umol/L) ] 的 DETA/NO 作为 刺激 源 ， 在 37 CF 


8 ”分 别 作 用 细胞 2、4、6、8、12 h， 通 过 测定 细胞 存活 率 ， 初 步 确定 适宜 的 DETA/NO 作用 时 


9 间 。 试 验 2 根据 试验 1 得 出 的 DETA/NO 适宜 作用 时 间 ， 以 不 同 浓度 [0 (对 照 )、50、100、 


10 ”200、300、500 umol/L) ] 的 DETA/NO 作为 刺激 源 ， 依 据 抗 氧化 指标 、 炎 症 因子 含量 进一步 


11 MELE AY DETA/NO 作用 浓度 。 结 果 显 示 : 200 umol/LDETA/NO 作用 细胞 4h，PBMC 


12 ”存活 率 降 低 至 72.3%， 超 氧化 物 歧化 酶 、 过 氧化 氢 酶 、 谷 胶 甘 肽 过 氧化 物 酶 活性 均 较 对 照 组 


13 ”显著 降低 (P<0.05)， 白 细胞 介 素 -1、 白 细胞 介 素 -6、 肿 瘤 坏 死因 子 -a、 丙 二 醛 和 NO 含量 均 


14 ” 较 对 照 组 显著 上 升 (P<0.05 )。 结 果 提 示 ， 在 37 'C 下 ，DETA/NO 诱导 PBMC 建立 PBMC 


15 ”氧化 损伤 模型 的 适宜 作用 浓度 和 作用 时 间 分 别 为 200 pmol/L 和 4h。 


16 ”关键 词 : 奶牛 外 周 血 单个 核 细胞 ;二 乙烯 三 胺 /一 氧化 所 聚合 物 ， 氧 化 损伤 


17 ”中 文 分 类 号 : S823 ”文献 识别 码 ，A 文章 编号 : 
18 高 产 奶牛 尤其 是 泌乳 高 峰 期 的 奶牛 , 由 于 较 高 的 营养 需求 和 代谢 水 平 , 通常 伴随 着 自 1 


= 19 ” 基 类 代谢 产物 的 增加 。 过 量 的 自由 基 可 以 诱导 动物 机 体 产 生 脂 质 过 氧化 , 引起 细胞 膜 结构 和 
20 “功能 的 改变 , 造成 机 体 的 抗 氧化 应 激 能 力 、 和 免疫 功能 及 炎症 应 答 能 力 下 降 ， 使 奶牛 对 疾病 的 
21 DREIE. 研究 表 明 ， 从 妊娠 后 期 到 围 产 期 和 泌乳 高 峰 期 ,奶牛 氧化 应 激 水 平 的 进程 性 提 


22 ”高 是 导致 免疫 功能 障碍 的 主要 原因 (2。 因 此 ， 深 入 探讨 奶牛 机 体 的 氧化 应 激发 生机 制 、 减 
23 。 缓 氧化 应 激 的 发 生 、 提 高 其 免疫 功能 对 保障 奶牛 的 健康 生产 具有 重要 的 理论 与 实际 意义 。-- 
24 ALA NO) 是 生物 体内 的 一 种 气体 信号 分 子 和 活性 氨 自 由 基 ， 存 在 于 多 种 细胞 〈 如 巨 史 
25 。 细胞 、 肝 细胞 、 肌 细胞 和 内 皮 细 胞 等 ) 中 ， 主 要 具有 免疫 调节 、 神 经 信号 传递 、 血 压 生理 调 
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26 ” 挖 和 血小板 凝聚 抑制 等 生理 功能 引 。 研 究 证 实 ，NO 的 浓度 与 机 体 多 种 信号 通路 的 活性 和 炎 
27 ” 症 反 应 有 关 ， 低 剂量 的 NO 对 维持 机 体 免 疫 功能 、 血 流量 、 血 小 板 凝 集 反 应 和 神经 传递 等 内 


28 ”环境 的 稳定 具有 重要 的 生理 作用 , 而 过 多 的 NO 通常 伴随 有 炎症 和 免疫 紊乱 。 诱导 型 一 氧化 
A 全 


29. HAM (iNOS) 在 生理 情况 下 不 表达 ， 而 在 炎症 状态 下 iNOS 被 激活 产生 大 量 NO， 导 致 组 


30 织 损伤 ， 加 剧 炎 症 进程 内， 由 此 得 出 ，NO 的 过 量 产生 可 能 是 引起 奶牛 氧化 应 激 产 生 的 原因 


31 ”之 一 。 本 课题 组 的 前 期 研究 表明 ， 高 剂量 二 乙烯 三 胺 /一 氧化 所 聚合 物 (DETA/NO ) 使 奶牛 


32 ”乳腺 上 皮 细 胞 (bovine mammary epithelial cells; BMEC) 产生 明显 的 氧化 应 激 反 应 ， 并 已 成 


33 HÆL NO 诱导 的 BMEC 氧化 损伤 模型 日 。 奶 牛 外 周 血 单个 核 细胞 (peripheral blood 


34 mononuclear cell, PBMC) 是 一 类 重要 的 免疫 效应 细胞 ， 能 够 反映 机 体感 染 及 疾病 的 发 生 ， 
35 ”其 抗 氧化 应 激 能 力 与 奶牛 的 抗 氧化 功能 和 免疫 功能 密切 相关 。 目 前 ， 关 于 PBMC 氧化 应 激 


36 ”发 生机 制 的 研究 报道 较 少 。 有 研究 认为 ,分布 于 巨 咽 细胞 的 INOS 在 机 体 的 免疫 应 答 后 激活 


37 ”并 产生 过 量 的 NO， 是 引起 PBMC 氧化 应 激 和 机 体 炎 症 反 应 加 剧 的 原因 之 一 外。 鉴于 此 ， 本 


= 


38 ”研究 以 DETA/NO 为 NO #44, dixe NO 的 作用 浓度 与 作用 时 间 ， 建 立 奶牛 体外 PBMC 的 


39 ”NO 损伤 模型 ， 为 通过 体外 法 揭示 奶牛 PBMC 的 氧化 应 激 机 制 ,进一步 缓解 高 产 奶牛 氧化 应 


40 ” 激 提 供 基础 性 理论 依据 。 


41 ”1 材料 与 方法 
42 L1 试验 材料 


43 PBMC， 采 用 单 次 密度 梯度 离心 分 离 法 分 离 培 养 制备 : RPMI-1640 基础 培养 基 购 自 美 国 


© 44 Gibco 公司 ; GH F PBMC 分 离 液 ， 购 自 天 津 市 法 洋 生 物 制品 科技 有 限 责 任 公司 ; 


45 DETA/NO， 购 自 美国 Sigma 公司 ; Cell Counting Kit-8 (CCK-8)， 购 自 上 海 匠 云天 生物 技术 


46 TIRAS; 磷酸 盐 缓 冲 液 (PBS)， 购 自 美 国 HyClone 公司 。 


47 ”1.2 DETA/NO 培养 液 的 配制 


48 准确 称 取 10 mg DETA/NO 溶 于 612.8 uL 的 超 纯 水 中 ， 配制 成 浓度 为 0.1 mol/L 的 母液 ， 


49 ”配制 方法 参照 本 课题 组 前 期 试验 申 。 再 将 DETA/NO 母液 按 试 验 要 求 配制 成 不 同 浓度 (0、 


50 ”50、100、200、300、500 umol/L) Bf DETA/NO 贮备 液 。 取 不 同 浓度 的 DETA/NO 贮备 液 加 


51 ”入 到 RPMI-1640 基础 培养 基 中 ， 配 制 成 DETA/NO 4K £4) FIA 0. 50. 100. 200. 300. 


52 500 pmol/L 的 细胞 培养 液 。 各 细胞 培养 液 中 除 DETA/NO 浓度 不 同 外 ， 其 他 成 分 均 相 同 。 将 
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上 述 细胞 培养 液 经 22 um 的 过 滤器 过 滤 ， 现 用 现 配 ， 避 光 保 存 。 


1.3 PBMC 的 培养 


本 试验 利用 单 次 密度 梯度 离心 分 离 法 分 离 培养 PBMC ,分离 培养 方法 参照 天 津 源 洋 TBD 


牛 PBMC 分 离 液 说 明 书 。 健 康 奶 牛尾 静脉 采 


RPMI-1640 基础 培养 基 稀 释 1 倍 后 ， 小 心地 将 


1 层 为 血浆 层 , 第 2 层 为 环 状 乳白 色 PBMC Jz, 


吸取 第 2 层 , 并 用 PBS 重 悬 清洗 细胞 , 250Xg 离心 10 min 后 弃 上 清 , 重复 清洗 细胞 2 次 后 ， 


Ja, 12h 内 进行 PBMC 分 离 。 将 血液 样本 用 


液 加 于 牛 PBMC 分 离 液 上 方 ，15 mL 离心 


管 中 稀 释 后 血液 与 分 离 液 比例 为 1:1，400 一 500Xg 分 离 40 min (离心 机 温度 低 于 25 "C, 细 


胞 获得 率 高 低 与 室温 有 关 ， 超过 25 'C 时 会 影响 细胞 获得 率 )， 离心 后 由 上 至 下 分 为 4 层 , 第 


第 3 层 为 透明 分 离 液 层 , 第 4 层 为 红细胞 层 。 


将 细胞 接种 于 25 cm? 培养 瓶 中 ， 于 37 '‘C、5%CO; 培 养 箱 中 培养 ， 培 养 68 h 后 将 细胞 离心 


后 收集 进行 后 续 试 验 。 在 细胞 培养 结束 前 4h 取 部 分 细胞 用 台 盼 蓝 进行 染色 并 计数 活 细胞 数 


(>95%) 


1.4 试验 设计 


mm 


试验 分 为 2 个 部 分 。 试 验 1 采用 单 因子 完全 随机 试验 设计 , 将 细胞 离心 后 重 悬 于 不 同 浓 
度 的 DETA/NO 培养 液 中 ， 以 6X105 个 mmL 的 密度 接种 于 96 孔 培 养 板 中 ， 并 随机 分 为 30 


个 组 ， 每 组 8 个 重复 ， 细 胞 培养 液 中 DETA/NO 的 终 浓 度 分 别 为 0、50、100、200、300、 


500 umol/L, JÆ 37 'C 下 分 别 作 用 2、4、6、8、12 h， 通 过 测定 其 对 


初步 筛选 DETA/NO 适宜 的 作用 时 间 ， 其 中 以 


Me 


田 胞 存活 率 的 影响 ， 


0 pmol/L 为 对 照 组 。 试 验 2 采用 单 因 子 完 全 


随机 试验 设计 , 将 培养 后 得 到 的 PBMC 以 6X105 个 /mL 的 密度 接种 于 24 孔 培 养 板 中 ,并 随 


机 分 为 6 个 组 ,每 组 6 个 重复 ,细胞 培养 液 中 DETA/NO 的 终 浓度 分 别 为 0、50、100、200、 


300、500 umol/L, Æ 37 C 下 以 试验 1 筛选 得 出 的 DETA/NO 适宜 作用 时 间 为 DETA/NO 的 


用 浓度 ， 其 中 以 0 umol/L 为 对 照 组 。 


1.5 样品 采集 与 处 理 


处 理 时 间 ， 通过 检测 细胞 培养 液 抗 氧化 指标 和 炎症 因子 ,进一步 篇 选 出 DETA/NO 的 适宜 作 


将 24 孔 培养 板 中 的 细胞 培养 液 以 重复 为 单位 ， 分 别 收集 于 1.5mL Eppendorf 离心 管 中 ， 


j 于 抗 氧 化 指标 与 炎症 因子 的 测定 ， 样 品 采集 


F4C. 10000Xg 离心 Smin， 收 集 上 清 液 


与 处 理 方法 参照 本 课题 组 前 期 相关 试验 [。 
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80 L6 测定 指标 与 方法 
81 ”1.6.1 细胞 存活 率 
82 采用 CCK-8 法 检测 细胞 存活 率 ， 以 吸光 度 值 反 映 细胞 的 数量 呈 。 按 照 试 验 1 的 试验 设 


83 ，” 计 将 细胞 悬 液 以 6X105 个 /mmL 的 密度 接种 于 96 和 孔 培养 板 ，100 uL. 的 细胞 悬 液 加 入 CCK-8 


84 “的 体积 为 10 uL, SG 37 "CE EI 4 h 后 在 波长 450 nm 处 检测 各 和 孔 的 吸光 度 值 COD4somm)， 


85 ”各 组 的 细胞 存活 率 用 相对 于 对 照 组 OD4som 的 百分比 表示 。 对 照 组 的 细胞 存活 率 表示 为 


86 100%. 
87 ”细胞 存活 率 (%)= (试验 组 OD4som 一 空白 组 ODaso nm) /( 对 照 组 OD4som 一 空白 组 ODaso nm) 
88 — x100. 


89 1.6.2 抗 氧 化 指标 与 炎症 因子 


90 抗 氧化 指标 : 超 氧 化 物 收 化 酶 (SOD ) 活 性 采用 黄 嗓 叭 氧 化 酶 法 测定 , 过 氧化 氢 酶 (CAT) 


91 ”活性 采用 比 色 法 测定 ， 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 GPx) 活性 采用 二 硫 代 二 硝 基 葵 甲酸 法 测定 ， 


92 Wo MDA) 含量 采用 硫 代 巴 比 受 酸 (TBA) 法 测定 ， 操 作 步 又 按照 试剂 盒 说 明 书 进行 ， 


93 试剂 盒 购 自 南京 建成 生物 工程 研究 所 。 


94 炎症 因子 : NO、 白 细胞 介 素 -1 (IL-1)、 白细胞 介 素 -6 CIL-60 和 肿瘤 坏死 因子 -a (TNF-a) 


95 ”含量 均 采 用 双 抗 体 夹心 法 测定 ， 有 具体 操作 按照 试剂 盒 说 明 书 进行 ， 试 剂 盒 购 自 美国 R&D A 


96 mu]. 


97 17 数据 统计 与 分 析 


o 98 试验 数据 用 Excel 2007 进行 初步 整理 , 采用 SAS 9.0 统计 软件 中 的 ANOVA 程序 进行 8 


M 
| 
Im 


99 ”因素 方差 分 析 ， 应 用 Duncan 氏 法 进行 多 重 比较 ，P<0.05 表示 差异 显著 。 


100 2 结 R 


101 ”2.1 DETA/NO 作用 浓度 与 作用 时 间 对 PBMC 存活 率 的 影响 


102 由 表 1 可 以 看 出 ， 与 对 照 组 相 比 ， 作 用 时 间 为 4-12 h 时 ， 所 有 作用 浓度 的 DETA/NO 


103 “对 PBMC 存活 率 均 具有 显著 的 降低 作用 (P<0.05), 且 随 着 DETA/NO 作用 浓度 的 增加 ,PBMC 


104 ”存活 率 呈 逐渐 的 降低 趋势 。 作 用 时 间 为 4h 时 ，DETA/NO 作用 浓度 为 50、100 pmol/L 时 ， 


105 PBMC 存活 率 组 间 差 异 不 显著 (P>0.05)， 但 数值 上 有 下 降 的 趋势 ，DETA/NO 作用 浓度 为 


106 ”200~500 pmol/L IN, PBMC 存活 率 随 作用 浓度 的 增加 显著 下 降 CP«0.055; 作用 浓度 为 300、 
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128 


500 pmol/L 时 PBMC 存活 率 分 别 为 59.3% 和 47.7%， 显 著 低 于 作用 浓度 为 50、100 和 200 


umol/L 时 (P<0.05)， 作 用 浓度 为 50、100 和 200 pmol/L 时 PBMC 存活 率 均 在 70% 以 上 。 


于 对 照 组 和 50 umol/L 组 (P<0.05)。 当 DETA/NO 作用 浓度 为 50 umol/L 时 ， 作 月 
为 2、4、6h 时 ，PBMC 存活 率 均 在 80% 以 上 ， 当 作 月 


率 降低 ， 分 别 为 76.8%、75.8%。 当 DETA/NO 作 月 


作用 时 间 为 6、8 bh 的 各 浓度 组 中 ,100~500 pmol/L 组 作用 6h 时 PBMC 存活 率 为 30.9%~54.1%， 


作用 8h 时 PBMC 存活 率 为 22.1%~52.6%， 均 显著 低 于 对 照 组 和 50 pmol/L 组 (P<0.05); 


作用 时 间 为 12 h 的 各 浓度 组 中 ，100~500 pmol/L 组 PBMC 存活 率 为 22.5%~50.4%， 显 著 低 
时间 分 别 
有 上 时间 延长 至 8、12 h 时 ，PBMC 存活 


浓度 分 别 为 300、500 pmol/L 时 ， 随 着 


DETA/NO 作用 时 间 的 延长 ，PBMC 存活 率 分 别 由 2h 的 83.7%、79.5% 均 降低 至 60% 以 下 ， 


最 低 降 到 22.1%。 


Table 1 Effects of action concentration and time of DETA/NO on PBMC survival rate 


#21 DETA/NO 作用 浓度 与 作 月 


时 间 对 PBMC 存活 率 的 影响 


% 


DETA/NO 作用 浓度 DETA/NO 作用 时 间 DETA/NO action time/h 
DETA/NO action 2 4 6 8 12 
concentration / (umol/L ) 

0 100.0 100.0? 100.0? 100.0? 100.0? 
50 89.9 89.9} 80.6° 76.8° 75.8^ 
100 88.3 87.25 54.1° 52.6° 50.4° 
200 85.7 72.3* 47.691 33.61 30.24 
300 83.7 59,34 43.44 31.74 24.54 
500 79.5 47.7° 30.9° 22.1% 22,54 
SEM 2.45 2.77 3.48 2.14 4.96 
P {4 P-value 0.080 9 <0.000 1 <0.000 1 <0.000 1 <0.000 1 


同 列 数据 肩 标 相同 字母 表示 差异 不 显 


下 表 同 。 


著 〈(P>0.05)， 不 同 字 母 表示 差异 显 


著 (P<0.05). 


Values in the same column with the same letter superscripts mean no significant difference 


(P>0.05), while with different letter superscripts mean significant difference (P<0.05). The same 


as below. 


2.2 DETA/NO 作用 浓度 对 PBMC 抗 氧 化 指标 和 炎症 因子 的 影响 


由 表 2 可 以 看 出 ， 不 同 浓度 的 DETA/NO EH 


度 的 增加 呈 下 降 趋 势 。 当 DETA/NO fEH 


(P<0.05), H. DETA/NO 作用 浓度 为 200~500 pmol/L 时 的 SOD 活 


浓度 为 50 umol/L 时 ，SOD i54 


显著 〈P>0.05); ?4 DETA/NO 浓度 为 100 一 500 mol/L IY, SOD i? 


H4hJa, SOD 活性 随 着 DETA/NO 作用 浓 


E 相 比 对 照 组 差异 不 
性 相 比 对 照 组 显著 降低 


性 还 显著 低 于 DETA/NO 


129 


130 


131 


132 
133 
134 


135 


136 


137 


138 


139 


140 
141 
142 


作用 浓度 为 50 umol/L 时 (P<0.05)， 尤 以 作用 浓度 为 500 umol/L 时 SOD 活性 最 低 。GPx 和 


CAT 活性 呈现 与 SOD 活性 相似 的 变化 规律 ,MDA 含量 则 呈现 与 SOD 活性 相反 的 变化 规律 ， 


日 以 作用 浓度 为 DETA/NO 500 pmol/L 时 GPx 和 CAT 活性 最 低 ，MDA 含量 最 高 。 


表 2 DETA/NO 作用 浓度 对 PBMC 抗 氧化 指标 的 影响 
Table 2 Effects of DETA/NO concentration on antioxidant parameters of PBMC 


DETA/NO 作用 浓度 超 氧化 物 歧化 过 氧化 氢 酶 谷 胱 甘 肽 过 氧化 H-E 


DETA/NO action K$ SOD/(U/mL) CAT/ (U/mL) 物 酶 GPx/ MDA/ 
concentration/( umol/L) (U/mL) Cnmol/mL ) 
0 1.03? 3.24? 60.37 0.91f 
50 0.98 3.07° 56.99% 0.97% 
100 0.93? 2.25? 52.45? 1.024 
200 0.82* 1.97° 44.26* 1.99° 
300 0.661 1.45° 37.074 2.67° 
500 0.43° 0.564 29.01* 3.118 
SEM 0.020 1 0.122 5 1.925 0 0.081 2 
P {@ P-value <0.000 1 <0.000 1 <0.000 1 <0.000 1 


由 表 3 结果 可 以 看 出 ， 不 同 浓度 的 DETA/NO 作用 4h 后 ， 随 着 DETA/NO 作用 浓度 的 


增加 TNF-o 含 量 逐 渐 升 高 , 以 500 umol/L 组 TNF-a 含 量 最 高 ; DETA/NO 作用 浓度 为 50~500 


umol/L 时 的 TNF-Qa 含 量 相 较 对 照 组 均 显 著 上 升 CP<0.05). NO. IL-1, IL-6 含量 与 TNF-a 


lim 


含量 呈现 相似 的 变化 趋势 , 但 DETA/NO 作用 浓度 为 50 umol/L 时 IL-1 含量 与 对 照 组 相 比 在 


lim] 


数值 上 呈 上 升 趋势 ， 但 差异 未 达 显 著 水 平 (P20.05). 
X3 DETA/NO 作用 浓度 对 PBMC 炎症 因子 含量 的 影响 
Table 3 Effects of DETA/NO concentration on inflammatory cytokine contents of PBMC 


DETA/NO 作用 浓度 — SUA TC 白细胞 介 素 -1 ”白细胞 介 素 “肿瘤 坏死 因子 
DETA/NO action NO/ (umol/L) IL-1/ (ng/L) -6 IL-6/ -a TNF-o/ 
concentration/( umol/ (ng/L) (ng/L) 

L) 

0 190.1* 130.74 150.5f 131:2* 

50 205.34 134.44 155.3° 159.44 
100 213.4% 140.5° 157.91 163.31 
200 220.2* 145.6% 162.0° 170.0° 
300 249.5» 150.7% 167.0° 180.65 
500 290.3? 155.5? 170.3? 187.7? 


SEM 2.797 6 1.806 5 0.848 5 1.4718 


P [& P-value «0.000 1 «0.000 1 «0.000 1 «0.000 1 
143 3 W 论 
144 NO 是 生物 体内 的 一 种 气体 信号 分 子 和 活性 氮 自 由 基 , 介 导 多 种 生物 功能 , 如 宿主 防御 、 
145 ”血管 舒张 等 和 .NO 是 由 L- 精 氨 酸 向 L- 瓜 氨 酸 转化 过 程 中 生成 的 , 并 通过 一 氧化 氮 合 酶 (NOS ) 


146 KAHER. ERAK NO 在 生理 、 病 理 和 炎症 反应 中 起 重要 作用 ， 然 而 NO 的 过 量 产 


147 ” 生 引 发 机 体 炎症 反应 及 氧化 应 激 (H。DETA/NO 是 人 工 合 成 的 NO/ 核 苷 化 合 物 ， 无 需 酶 催化 


148 便 能 迅速 释放 NO 且 半 豪 期 长 ， 有 利于 体外 试验 的 长 时 程 观察 ,是 较为 理想 的 外 源 性 NO £t 


149  fküUU, EE, Lh DETA/NO 73 NO 供 体 ， 诱导 PBMC 建立 氧化 损伤 模型 ， 可 为 科学 调控 奶 
150 ” 牛 抗 氧化 能 力 及 机 制 研究 提供 理想 的 试验 平台 。 


= 151 周 丽 娜 等 5 的 研究 指出 ， 细 胞 死亡 率 为 20%~30% 可 以 作为 建立 小 鼠 次 髓 神经 元 细胞 氧 


152 化 应 激 模型 的 评判 标准 。 Huo 等 3 报道 , 在 小 鼠 的 心肌 细胞 中 , 选取 细胞 存活 率 为 40%~50% 


153 作为 过 氧化 所 M02) 氧化 损伤 模型 的 依据 。 孙 婧 陶 等 0 指出 ， 以 细胞 死亡 率 为 50%~60% 


Q ois 。 作为 建立 延边 奶 山 羊 BMEC 氧化 损伤 模型 的 判别 标准 。 叶 新 平等 aa 在 人 的 体外 淋巴 细胞 损 


155 — 伤 试 验 中 ， 使 用 低 浓 度 乙 醇 建 立 了 氧化 损伤 模型 ， 将 乙醇 对 淋巴 细胞 的 抑制 率 控 制 在 10%。 


156 PKR SEH DETA/NO 建立 BMEC 损伤 模型 时 ， 将 细胞 死亡 率 控制 在 20%~30% 作 为 判 


157 断 标准 。 根 据 上 述 研 究 报道 可 知 ， 由 于 细胞 种 类 及 使 用 的 刺激 源 不 同 ， 细 胞 对 氧化 损伤 的 耐 
158 ” 受 能 力也 不 相同 ， 在 选择 细胞 损伤 标准 上 也 存在 差异 。 


C 199 本 试验 初步 确定 将 细胞 死亡 率 控 和 


I 在 20%~30% 作 为 判断 标准 , 结果 表明 , 当 DETA/NO 


160 ”作用 4h 后 ，50、100 umol/L 组 的 PBMC 存活 率 分 别 为 89.9% 和 87.2%， 而 200 umol/L 组 的 


161 PBMC 存活 率 表现 出 显著 下 降 ， 为 72.3%。 在 全 部 浓度 组 中 以 细胞 存活 率 控制 在 70%~80% 


162 ”范围 内 的 DETA/NO 作用 浓度 与 作用 时 间 可 供 参考 的 是 ;50 umol/L fEH] 8 BK 12h, PBMC 


163 存活 率 分 别 为 76.8% 和 75.8%; 200 umol/L 作用 4h, PBMC 存活 率 为 72.3%; 500 umol/L 


164 ”作用 2h，PBMC 存活 率 为 79.5%. 


165 DETA/NO 作用 时 间 为 2h 时， 各 浓度 组 的 PBMC 存活 率 随 着 作用 浓度 的 增加 在 数值 上 


166 下 降 的 趋势 ， 除 500 umol/L 组 PBMC 存活 率 为 79.5% 外 ， 其 余 各 组 PBMC 存活 率 均 在 


167 ”80%~90% 之 间 , 表现 为 细胞 在 不 同 浓度 的 DETA/NO 处 理 下 仍 保持 较 好 的 生长 状况 和 细胞 活 


168 ” 力 ， 即 PBMC 对 DETA/NO 的 氧化 损伤 具有 较 好 的 耐 受 性 ;但 考虑 到 作用 浓度 过 高 不 适合 


169 {FA DETA/NO 损伤 的 适宜 作用 浓度 ,另外 , 当 DETA/NO 作用 时 间 为 12h 时 ,及 


管 50 umol/L 
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190 
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195 


196 


组 PBMC 存活 率 为 73.8%， 但 作用 时 间 过 长 ， 不 便于 试验 进行 。200 umol/LDETA/NO 作用 


时 间 4h， 可 使 PBMC 存活 率 降低 至 72.3%， 综 合作 用 时 间 不 宜 过 长 、 作 用 浓度 不 宜 过 高 ， 


KI fii DETA/NO 作用 4 h 即 可 使 PBMC 的 氧化 应 激 达 到 较为 理想 的 损伤 效果 , 便于 后 续 


试验 继续 对 DETA/NO 的 作用 浓度 进行 合理 得 选 。 


活性 氧 物质 的 生物 效应 在 体内 受到 多 种 酶 和 非 酶 防御 机 制 的 控制 ，SOD、CAT、GPx、 


活性 及 MDA 含量 可 反映 出 细胞 是 否 受 到 氧化 损伤 以 及 细胞 的 氧化 损伤 程度 nMI。NO、IL-1、 


IL-6、TNF-o 是 当 机 体 发 生 氧化 应 激 后 产生 的 常见 的 炎症 因子 ， 测 定 这 些 炎 症 因 子 含量 可 以 


进一步 反映 细胞 氧化 损伤 的 程度 401。 因 此， 细胞 氧化 应 激 模型 的 建立 ， 除 了 以 细胞 存活 率 


作为 判别 指标 外 , 细胞 的 抗 氧 化 指标 和 炎症 因子 含量 的 变化 也 是 非常 关键 的 判别 指标 。 通 过 


Z 


本 试验 的 结果 可 以 看 出 , 与 对 照 组 相 比 ， 当 DETA/NO 作用 时 间 为 4h、 作 用 浓度 为 100~500 


umol/L 时 ， 即 可 引起 SOD, CAT. GPx 活性 显著 下 降 ，MDA 含量 显著 升 高 ， 当 DETA/NO 


作用 时 间 为 4h、 作 用 浓度 为 50 umol/L 时 ， 即 可 引起 NO、IL-6、TNF-a 含 量 显著 上 升 。 如 


前 所 述 , 引起 PBMC 存活 率 达 到 70% 一 80% 的 DETA/NO 作用 浓度 为 200 pmol/L、 作 用 时 间 


为 4h， 因 此 ， 结 合 以 上 抗 氧 化 指标 与 炎 性 因子 的 结果 可 以 得 出 ， 以 DETA/NO 为 外 源 刺激 


源 作 用 于 PBMC 时 ， 当 其 作用 浓度 为 200 nmoVL、 作 用 时 间 为 4h 时 ， 即 可 引起 PBMC 的 


氧化 应 激 损伤 和 抗 氧化 能 力 降 低 ， 并 增强 炎症 反应 。 


4 结 论 


} 


以 DETA/NO 为 刺激 源 , 其 在 37 'C 下 作用 诱导 PBMC 建立 PBMC 氧化 损伤 模型 的 适 1 


m 


作用 浓度 和 作用 时 间 分 别 为 200 mol/L 和 4 h. 
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Establishment of Oxidative Damage Model of Dairy Cow Peripheral Blood Mononuclear Cell 
Induced by Diethylenetriamine/Nitric Oxide Adduct 


ZHENG Yaguang QI Jingyu ZHANG Boqi SHI Binlin YAN Sumei* 


(College of Animal Science, Inner Mongolia Agricultural University, Hohhot 010018, China) 
Abstract: This study was conducted to investigate the suitable condition for oxidative damage 
model of dairy cow peripheral blood mononuclear cell (PBMC) induced by 
diethylenetriamine/nitric oxide adduct (DETA/NO) which provide nitric oxide (NO). The 
oxidative damage model of PBMC was established by detecting the cell survival rate and 
antioxidant parameters. The test was divided into 2 parts, test 1 was conducted as a single factor 
randomized arrangement, PBMC was exposed in DETA/NO with different concentrations [0 
(control), 50, 100, 200, 300 and 500 pmol/L] for 2, 4, 6, 8 and 12 hours at 37 °C, respectively The 
suitable action time of DETA/NO was determined by detecting the cell survival rate. Based on the 


results of suitable action time of DETA/NO in test 1, the cells exposed in DETA/NO with different 
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concentrations [0 (control), 50, 100, 200, 300 and 500 umol/L] in test 2, the suitable action 


concentration of DETA/NO was further screened by detecting the antioxidant parameters and 


inflammatory cytokine contents. The results showed that the PBMC survival rate decreased to 


72.3%, the activities of superoxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase decreased 


significantly (P<0.05), and the contents of interleukin-1, interleukin-6, tumor necrosis factor-a, 


malondialdehyde and NO increased significantly (P<0.05) after treated with 200 pmol/L 


DETA/NO for 4 hours. It is concluded that the suitable action concentration and action time at 


37 'C of DETA/NO for establishing the oxidative damage model of dairy cow PBMC are 200 


umol/L and 4 hours, respectively. 


Key words: peripheral blood mononuclear cell; diethylenetriamine/nitric oxide adduct; oxidative 


damage 


